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VERFAHEEl? ZDM AUFBEREITEN EINES BIOLOGXSCHEN M71TERXAI.S FDR EINE 
UNTERSUCHUN6 MIT EINEM MIKROSKOP SOWIE ENTSPRECHENDE ANORDNUN6 
MIT EINEM DERART AUFBEREITETEN BI0L06ISCHEN MATERIAL 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Aufberei- 
tung eines biologischen Materials oder Praparats^ insbesondere 
eines Gewebeschnitts auf einem Objekttrager , fur eine Untersu- 
Chung mit einem Mikroskop sowie eine entsprechende Anordnung ei- 
nes derart aufbereiteten biologischen Materials auf einem Tra- 
germittel, beispielsweise einem Glas-Objekttrager . Insbesondere 
betrifft die vorliegende Erfindung ein derartiges Verfahren zur 
Vorbereitung einer Untersuchung des (nachfolgend auch als Unter- 
suchungsmaterial bezeichneten) biologischen Materials mit einem 
Laser-Mikrodissektionssystem, bei welchem mittels Laserstrahlung 
aus dem biologischen Material einzelne Objekte ausgeschnitten 
und/oder herauskatapultiert und in geeigneten Auf nahmebehaitern 
gesammelt werden kannen. 

Aus der WO 97/29355 A oder WO 01/73398 A der Aranelderin ist be- 
kannt, einzelne Objekte, welche auf einem planaren ObjekttrMger 
angeordnet sind, rechnergestutzt zu selektieren und mit einem 
Laserstrahl zu bearbeiten. Dabei kann ein selektiertes Objekt 
von der umgebenden Masse beispielsweise mit Hilfe des Laser- 
strahls rechnergestutzt abgetrennt werden, um das jeweils selek- 
tierte Objekt von der umgebenden Masse freizulegen. AnschlieBend 
kann das freigelegte Objekt durch einen Laser-induzierten Trans- 
portprozess mit Hilfe eines Laserimpulses, welcher auf das frei- 
gelegte Objekt gerichtet wird, von dem Objekttrager zu einem 
Auf fangbehaiter katapultiert werden. Das Laser-Mikrodissektions- 
system umfasst somit neben einem Mikroskop zur Untersuchung oder 
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Betrachtung des auf dem jeweiligen Ob j eJcttrager befindlichen Un- 
tersuchungsmaterials auch eine Lasereinrichtung, welche einen 
Laserstrahl, vorzugsweise einen UV-Laserstrahl, . auf das Untersu- 
chungsinaterial richtet, um ein zuvor selektiertes Objekt von dem 
umgebenden Untersuchungsmaterial abzutrennen bzw. herauszukata- 
pultieren- Als Auf f angbehalter kommen beispielsweise Mikrozent- 
rifugen- oder Eppendorfbehalter bzw. die Kappen derartiger Be- 
halter in Frage. Ebenso k5nnen sog. Mikrotiterplatten mit einer 
Vielzahl von Vertiefungen oder "Wells" als Auf f angbehalter ein- 
gesetzt warden. 

Generell ist es bei der Aufbereitung von Untersuchungsmateria- 
lien, welche beispielsweise fiir eine nachfolgende Bearbeitung 
mit einem Mikroskop untersucht und vorbereitet werden sollen, 
erforderlich^ das Untersuchungsmaterial derart auf zubereiten, 
dass eine moglichst gute Untersuchung des Untersuchungsmaterials 
bei einer Betrachtung des Untersuchungsmaterials mit dem Mikro- 
skop m5glich ist. 

Bei biologischen Untersuchungsmaterialien, wie z.B. Gewebe- 
schnitten, stellt sich jedoch grundsat zlich das Problem, dass 
das auf den jeweiligen Objekttrager aufgebrachte Untersuchungs- 
material keine vollstandig ebene Oberflache aufweist, -so » dass 
eine ausreichend gute visuelle Betrachtung iiber die gesamte O- 
berflSche des Untersuchungsmaterials nicht m5glich ist, Bei ei- 
ner Laser-gestutzten Bearbeitung von biologischen Untersuchungs- 
materialien, wie beispielsweise gemSB dem zuvor beschriebenen 
Laser-Mikrodissektionsverfahren der Anmelderin, wird durch die 
Verwendung der Mischung, Zubereitung und/oder Reinsubstanz eine 
bestiramungsgemSsse Nutzung des Mikrodissektions-Systems erleich- 
tert, verbessert bzw. erst m5glich. 

Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Aufgabe zu Grunde, 
ein Verfahren zum Aufbereiten eines biologischen Materials ftir 
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eine Untersuchung mit einem Mikroskop sowie eine Anordnung mit 
einem derart aufbereiteten biologischen Material und einem Tra- 
germittel/ auf dem das biologische Material angeordnet ist, zur 
Verfiigung zu stellen^ wobei die optischen Untersuchungseigen- 
5 schaften des biologischen Materials verbessert sind, so dass auf 
Grund der verbesserten Visualisierung eine bessere und genauere 
Betrachtung des biologischen Materials mit dem Mikroskop m5glich 
ist. Insbesondere soil das mit Hilfe der vorliegenden Erfindung 
aufbereitete biologische Praparat auch zum Einsatz in einem La- 
10 ser-Mikrodissektionssystem der zuvor beschriebenen Art geeignet 
sein, ohne dass durch die Laserstrahlung eine nachteilige Beein- 
trSchtigung der Untersuchungseigenschaf ten des Materials er- 
folgt . 

Diese Aufgabe wird erf indungsgemaB durch ein Verfahren mit deh 
15 Merkmalen des Anspruchs 1 bzw. eine Anordnung mit den Merkmalen 
des T^spruchs 22 gel5st. Die Unteransprtiche definieren jeweils 
bevorzugte und vorteilhafte Ausftihrungsf ormen der vorliegenden 
Erfindung. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wird vorgeschlagen, auf das 
20 biologische Material eine in einem L5sungsmittel gel5ste trans- 
parente^ d.h. lichtdurchlassige Substanz in Form einer Zuberei- 
tung, Mischung und/oder Reinsubstanz auf zubringen, um Onebenhei- 
ten in der Oberflache des jeweiligen biologischen Materials, 
beispielsweise eines Gewebeschnitts, auszugleichen und somit die 
25 Visualisierung des biologischen Materials und die Moglichkeit 
der Betrachtung mit Hilfe eines Mikroskops zu verbessern. Dar- 
liber hinaus ist die aufgebrachte Zubereitung, Mischung und/oder 
Reinsubstanz derart beschaffen, dass sie sich nach Aufbringen 
auf die Oberflache des Untersuchungsmaterials in Form eines 
30 Trocknens, Aushartens oder Polymerisierens verdichtet oder aus- 



wo 2004/01539 




PCT/EP2002/008399 



-4- 

hartet, so dass eine verfestigte Schicht vorzugsweise iiber die 
gesamte Oberflache des Untersuchungsmaterials ausgebildet ist* 

Wie bereits zuvor erwahnt worden ist^ konnen mit Hilfe der auf- 
gebrachten Monomer- Oder Polymersubstanz Unebenheiten in der O- 
5 berflache des jeweiligen Untersuchungsmaterials ausgeglichen 

werden, so dass eine im Wesentlichen gleichmSBig ebene Oberfla- 
che des Untersuchungsmaterials erzielt wird. Die solchermaBen 
veranderte diffuse Lichtstreuung erlaubt eine einfache und ge-- 
naue Untersuchung des Untersuchungsmaterials mit einem Mikro- 

10 skop. Dariiber hinaus wird somit eine Schutzschicht gebildet^ 

welche die Oberflache des Untersuchungsmaterials vor Kontamina- 
tion^ Zersetzung oder Abbau untersuchungsrelevanter Komponenten, 
beispielsweise durch Staub oder RNAsen, schutzt und zudem das 
gesamte Untersuchungsgut strukturell unterstutzt, so dass beim 

15 Schneiden einzelner Objekte mit einem Lasers trahl, beispielweise 
einem UV-Laserstrahl/ keine Partikel abplatzen oder beim Kata- 
pultieren mit dem Laserstrahl keine ungewollten Partikel auf dem 
Objekttrager entstehen oder abplatzen. 

Die erf indungsgemafi vorgeschlagene Substanz in Form einer Zube- 
- 20 reitung, Mischung und/oder Reinsubstanz ist vorzugsweise derart 
beschaffen, dass sie sich moglichst leicht auf die Oberflache 
des Untersuchungsmaterials auftragen lasst. Demzufolge kann die 
in dem Ldsungsmittel geloste und transparente Zubereitung, Mi- 
schung und/oder Reinsubstanz beispielsweise in Form eines Sprays 

25 Oder Tauchbads ausgestaltet sein. Ebenso ist die Zubereitung, 

Mischung und/oder Reinsubstanz vorzugsweise nicht oder zumindest 
kaum toxisch, d-h. ungiftig, da bei einer nachf olgenden Bearbei- 
tung des PrSparats beispielsweise mit Hilfe einer Laserbestrah- 
lung die Schicht in ihrem Endzustand zusammen mit dem entspre- 

30 chenden, durch die Laserbestrahlung herausgel5sten Objekt an dem 
jeweiligen Objekt haften bleibt und zusammen mit diesem in einem 
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geeigneten Behalter aufbewahrt und von einer Bedienperson bei- 
spielsweise anschlieftend naher untersucht wird. Da derartige 
ausgeschnittene Oder herauskatapultierte Proben in der Kegel zur 
Weiterbearbeitung in einer wassrigen Losung aufgelost werden, 
sollte auch die auf das jeweilige Untersuchungsmaterial aufge- 
brachte Zubereitung, Mischung und/oder Reinsubstanz in wassriger 
Losung gut IGslich sein. 

Ebenso wird vorzugsweise eine Zubereitung, Mischung und/oder 
Reinsubstanz verwendet, welche derart beschaffeh ist, dass mog- 
lichst keinerlei Beeinf lussung nachf olgender Analysen, z.B. mo- 
lekularer Analysen gegeben ist. Als erf indungsgemSBe Zuberei- 
tung, Mischung und/oder Reinsubstanz kommen somit vorzugsweise 
far das Untersuchungsmaterial hinsichtlich seiner Untersuchung 
nicht schadliche Mischungen, Zubereitungen oder Reinsubstanzen 
in Frage, wie beispielsweise Poly-, kurz- oder langkettige 
und/oder ganz oder teilweise ungesattigte Sauren und/oder Basen, 
-amide, -alkohole, -carbonate, Silikone oder Mischungen bzw. Zu- 
bereitungen davon oder Shnlicher als Zubereitung, Mischung 
und/oder Reinsubstanz verwendbarer Substanzen. 

Ist eine Anwendung des erf indungsgemaB vorbereiteten Prciparats 
in einem Laser-Mikrodissektionssystem beabsichtigt , ist die auf- 
gebrachte Zubereitung, Mischung und/oder Reinsubstanz auch in 
Abhangigkeit von der WellenlSnge des verwendeten Lasers vorzugs- 
weise derart beschaffen, dass das von dem Laser emittierte La- 
serlicht moglichst vollstandig von dieser Zubereitung, Mischung 
und/oder Reinsubstanz absorbiert wird, urn die Zubereitung, Mi- 
schung und/oder Reinsubstanz zusammen mit dem davon bedeckten 
Untersuchungsmaterial mbglichst effektiv, d.h. mit einem best- 
moglichen Wirkungsgrad, schneiden bzw. herauskatapultieren zu 
konnen . 
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Wie bereits beschrieben worden ist, wird die Zubereitung, Mi- 
schung und/oder Reinsubstanz in einem Losungsmittel gelost oder 
direkt als Reinsubstanz auf die Oberflache des jeweiligen Unter- 
suchungsmaterials aufgetragen. Als Losungsmittel konnen bei- 
5 spielsweise Isopropanol oder andere, kurzkettige Alkohole^ Keto- 
ne, Ester, Wasser oder Mischungen dieser oder Shnlicher als L5- 
sungsmittel dienender Substanzen mit oder ohne Stabilisierungs- 
substanzen verwendet werden. Nach der Verdunstung oder dem Abzug 
des L5sungsinittels kann es zu einer Verdichtung oder einem Auf- 

10 bau einer Polymerstruktur oder zur Polymerisation und somit zur 
Ausbildung der gewtinschten Schutzschicht kommen, welche Uneben- 
heiten auf der Oberflache des Untersuchungsraaterials ausgleicht. 
Die Zubereitung, Mischung und/oder Reinsubstanz sollte in seinem 
Endzustand fur eine moglichst gute Betrachtung des Untersu- 

15 chungsmaterials tiber eine Angleichung des Brechungsindex an das 
Ontersuchungsmaterial und seiner umgebenden Materialien unter 
Reduzierung des ungewollten Streulichtes verftigen. 

Nachdem im Bereich der Laser-Mikrodissektion h^ufig mit Schnitt- 
praparaten gearbeitet wird, welche beispielsweise mit histoche- 

20 mischen oder immunologischen Farbstoffen gefSrbt worden sind, 

ist die Zubereitung, Mischung und/oder Reinsubstanz vorzugsweise 
auch derart gestaltet, dass es Wechselwirkungen des Lasers beim 
Schneiden von derartigen mit beispielsweise histochemischen oder 
immunologischen Farbstoffen gefarbten Schnittpraparaten mini- 

25 miert und diesbeziaglich die Untersuchungs- und Manipulationsei- 
genschaften des Untersuchungsmatgerials verbessert. Dasselbe 
gilt auch fiir f luoreszenzgef arbte Untersuchungsmaterialien, wo- 
bei bei Bestrahlung der Untersuchungsmaterialien mit Licht einer 
Wellenlange die Fluoreszenz an den entsprechend eingefarbten Ob- 

30 jekten hervorgeruf en werden kann, um somit verschiedene Ontersu- 
chungseigenschaf ten des Untersuchungsmaterials feststellen zu 
k5nnen. Insbesondere kann auf diese Weise beispielsweise auch 
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eine Unterscheidung zwischen malignen und benignen Zellen des 
untersuchten Praparats moglich sein etc. Demzufolge ist es von 
Vorteil, wenn in die auf die Oberflache des Untersuchungsmateri- 
als auf zubringende Schicht Substanzen eingearbeitet sind, welche 
beispielsweise die RNA^ DNA oder/und Proteine des Untersuchungs- 
materials konservieren und/oder die Fluoreszenz der Farbstoffe 
auf gewiinschte Art und Weise beeinf lussen. 

Die vorliegende Erfindung wird nachfolgend naher unter Bezugnah- 
me auf die beigefiigte Zeichnung anhand bevorzugter Ausfuhrungs- 
beispiele erlautert. 

In der einzigen Figur ist ein Objekttrager 1 mit einem darauf 
aufgebrachten Untersuchungsmaterial 2, beispielsweise einem Ge- 
webeschnitt, dargestellt. Bei dem Objekttrager 1 kann es sich 
insbesondere um einen herkommlichen Glasobj ekttrager handeln. 
Ebenso kann jedoch auch ein Glasobjekttrager mit einer darauf 
gespannten Folie oder Membran, welche das Laserlicht des jeweils 
verwendeten Lasers absorbiert, verwendet werden, so dass die 
Membran zusammen mit dem darauf befindlichen Untersuchungsmate- 
rial 2 ausgeschnitten und ggf . in einem Aufnahmebehalter kata- 
pultiert wird. Die Verwendung einer derartigen Membran gewahr- 
leistet, dass das durch die Laserbestrahlung ausgeschnittene 
Untersuchungsmaterial 2 in einem Stuck in den Aufnahmebehalter 
transferiert wird. Schlielilich kann als Objekttrager beispiels- 
weise auch lediglich eine Membran oder eine Membran-Membran- 
Kombination verwendet werden, wobei im letztgenannten Fall die 
untere Membran nicht laserlichtabsorbierend ist und als Trager 
dient, wahrend die unmittelbar unter dem Untersuchungsmaterial 2 
und auf der anderen Membran befindliche Membran laserlichtabsor-- 
bierend ist und somit zusammen mit dem Untersuchungsmaterial 2 
per Laserbestrahlung ausgeschnitten sowie ggf. katapultiert wer- 
den kann . 
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Wie ebenfalls aus der Figur ersichtlich ist, ist auf die Ober- 
flache des Untersuchungsmaterials 2 eine transparente Schicht 3 
aufgetragen, welche nicht giftige und fiir das Untersuchungsmate- 
rial hinsichtlich der Untersuchung nicht nachteilige Zubereitun- 
gen, Mischungen oder Reinsubstanzen enthalt. Dies konnen Poly-, 
kurz- Oder langkettige und/oder ganz oder teilweise ungesattigte 
SMuren und/oder Basen, -amide, -alkohole, -carbonate oder Sili- 
kone Oder Mischungen bzw. Zubereitungen davon oder ahnliche, als 
Zubereitung, Mischung und/oder Reinsubstanz verwendbarer Sub- 
stanzen sein. Die jeweils verwendeten Substanzen sollten sich 
somit vorzugsweise nicht negativ auf das Untersuchungsmaterial 
bzw. Gewebe 2 auswirken bzw. durch ungewollte chemische Reaktio- 
nen, wie z.B. Komplexierung, Radikalbildung, oder sonstige Reak- 
tionen, das Gewebe oder hinsichtlich der Untersuchung in das Ge- 
webe eingebrachte Stoffe oder Verbindungen beeinflussen oder so- 
gar zerstoren. 

Die Zubereitung, Mischung und/oder Reinsubstanz wird in einem 
LSsungsmittel gel5st oder als Reinsubstanz auf die Oberf lache 
des Untersuchungsmaterials 2 aufgetragen, wobei dies auf einfa- 
che Art und Weise durch Aufspruhen als Aerosol, Aufpinseln oder 
auch durch Eintauchen des Untersuchungsmaterials in ein Tauchbad 
erfolgen kann. Da die Zubereitung, Mischung und/oder Reinsub- 
stanz in einem fltissigen Zustand oder als Aerosol auf die Ober- 
fiache des Untersuchungsmaterials 2 aufgetragen wird, kann die 
entsprechende Flussigkeit oder Aerosol in die Unebenheiten, wel- 
che in der Oberflache des Untersuchungsmaterials 2 wie in der 
Figur dargestellt ausgebildet sind, eintreten und diese somit 
ausgleichen. Durch geeignete MalSnahmen geht das Untersuchungsma- 
terial von seinem Anf angszustand, bei dem die Zubereitung, Mi- 
schung und/oder Reinsubstanz mit einem sehr grofien Abstand zwi- 
schen den einzelnen Polymerstrangen oder in einem "entknauelten" 
Zustand vorliegt, in seinen Endzustand Uber, bei dem sich die 
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Polymerstrange ausbilden, diversif izieren, beispielsWeise 
"verknaulen" oder "verf asern" . Die Zubereitung, Mischung 
und/oder Reinsubstanz verdichtet sich mit abnehmendem Losungs- 
mittelgehalt oder durch Reaktion, so dass die auf die OberflSche 
des Untersuchungsmaterials 2 aufgebrachte Schicht 3 sich insge- 
samt verfestigt und trocknet, d.h. es findet eine Art Aushartung 
der Schicht 3 statt. Dabei ist jedoch zu beachten, dass nicht 
unbedingt ein absolut trockener und mechanisch sehr fester Zu- 
stand angenommen werden muss. Es genUgt bereits, wenn eine Ver- 
dichtung bzw. Verfestigung der Schicht 3 derart statt findet, 
dass ein Schneiden und Katapultieren mit einem Laser mOglich 
ist, d.h. es gentigt, wenn die Schicht 3 so trocken und verfes- 
tigt ist, dass sie z.B. nicht mehr klebrig ist. 

Da es nach der Verdunstung des LSsungsmittels zur Verdichtung 
der Polymerstruktur und somit zur Ausbildung der gewtinschten 
Schutzschicht 3 ftir das Untersuchungsmaterial 2, welches insbe- 
sondere Onebenheiten in der OberflSche des Untersuchungsmateri- 
als 2 ausgleicht und somit die optische Beschaf fenheit des Un- 
tersuchungsmaterials 2 verbessert, kommt, sollte die Zuberei- 
tung, Mischung und/oder Reinsubstanz derart beschaffen sein, 
dass es in seiner polymerisierten bzw. verdichteten oder verfes- 
tigten und im Wesentlichen losungsmittelf reien Struktur opti- 
mierte optische Eigenschaf ten hinsichtlich der genauen visuellen 
Untersuchung des Untersuchungsmaterials 2 mit einem Mikroskop, 
beispielsweise in einem Laser-Mikrodissektionssystem, ermog- 
licht. Dies geschieht beispielsweise durch eine laterale Homoge- 
nisierung des Lichtweges durch das Untersuchungsmaterial. Ideal- 
erweise erfolgt eine Minimierung oder Unterbindung von ungewoll- 
tem Streulicht und eine Angleichung des Brechungsindex an das 
das Untersuchungsmaterial umgebende Material, wie beispielsweise 
die Tragermembran oder den Glas-ObjekttrSger . 
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Als koitimerzielle Produkte, welche im Rahmen der vorliegenden Er- 
findung zur Realisierung der Schutzschicht 3 eingesetzt werden 
konnen, konnen beispielsweise die unter den Bezeichnungen "Form- 
var"™ Oder "PlnPoint"™ vertriebenen Zubereitungen verwendet wer- 
5 den. Besonders vorteilhaft ist die Verwendung der unter dem Han- 
delsnamen "Gum Rosin"™ vertriebenen Zubereitung, welche samtli- 
che hierin beschriebenen Eigenschaf ten bzw. Anf orderungen an die 
Zubereitung erfiillt und insbesondere ein wirkungsvolles Ausglei- 
chien von Unebenheiten in dem jeweiligen Gewebeschnitt bzw. Un- 

10 tersuchungsmaterial 2 und somit eine deutlich verbesserte Visua- 
lisierung enn5glicht und zudem leicht auftragbar, und in wassri- 
gem Medium gut loslich ist. Daruber hiriaus ist die letztgenannte 
Zubereitung auch derart beschaffen, das3 es nachfolgende moleku- 
lare Analysen in keiner Weise beeinflusst und sich auf Grund 

15 seiner Absorptionseigenschaften gegeniiber UV-Laserlicht in sei- 
nem Endzustand sehr gut mit einem UV-Laser schneiden bzw. kata- 
pultieren iSsst. 

Die Zubereitung "Gum Rosin"™ weist naherungsweise folgende Harz- 
zusairanensetzung auf: 

20 HarzsSureanteil : 

T^ietinsaure 18% 

Lavopimarsaure 32% 

NeoabietinsSure 11% 

Abietar-8, 13-Dien- 
25 IB-CarbonsSure 

("Palustric Acid") 12% 

PimarsSure 9% 

Isopimarsaure 3% 

Andere 5% 

30 Neutraler Anteil: 10% 



wo 2004/015397 




'CT/EP2002/008399 



-11- 

Im Bereich der Laser-Mikrodissektion werden ausgeschnittene bzw. 
herauskatapultierte Proben in der Kegel zur Weiterbearbeitung in 
wSssriger Losung (Puffer der unterschiedlichsten Art, je nach 
gewiinschter Analyse) aufgel5st. Demzufolge ist es generell wtin- 
schenswert, wenn die auf die Oberfiache des Untersuchungsmateri- 
als 2 aufgebrachte Schutzschicht 3 in wSssrigem Medium gut los- 
lich ist. 

Wie bereits zuvor erlautert worden ist, konnen beim Schneiden 
bzw. Katapultieren von Proben in einem Laser-Mikrodissektions- 
system Wechselwirkungen zwischen dem verwendeten Laser und der 
Probe derart auf treten, dass bestimmte- Untersuchungseigenschaf- 
ten der Probe, welche far nachfolgende molekulare Analysen etc. 
erforderlich sind, beeinflusst oder verMndert werden. So werden 
beispielsweise fUr derartige molekulare Analysen Schnittprapara- 
te haufig mit beispielsweise histochemischen oder immunologic 
schen Farbstoffen gefarbt, oder es werden beispielsweise fluo- 
reszenzgefarbte PrSparate verwendet, wobei in der nachf olgenden 
Analyse des PrSparats die Fluoreszenz des PrSLparats ausgewertet 
wird. Beim Schneiden von derartigen PrSparaten mit Hilfe eines 
Lasers k5nnen die Wirkung der Fluoreszenz und der Farbstoffe so- 
wie beispielsweise die RNA, DNA oder Proteine des Praparats 
beeintrachtigt werden. 

Demzufolge ist es von Vorteil, wenn die auf der Oberflache des 
Untersuchungsmaterials 2 aufgebrachte Mischung, Zubereitung oder 
Reinsubstanz 3 konservierende oder andersartig die Untersu- 
chungseigenschaften des Untersuchungsmaterials verbessernde Sub- 
stanzen enthait. Insbesondere bieten sich Substanzen an, welche 
die RNA ("RibonukleinsMure") konservieren, und/oder Substanzen, 
welche die Fluoreszenzeigenschaf ten der Farbstoffe oder allge- 
mein die Wirkung der Farbstoffe begunstigten, d.h. auf gewunsch- 
te Art und Weise beeinf lussen. 
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Beispielsweise kann zur Konservierung der RNA des Untersuchungs- 
materials 2 die Schut zschicht 3 insbesondere eine unter dem Na- 
men RNAlater™ vertriebene Substanz der Firma Ambion enthalten, 
wobei es sich hierbei um eine RNA-Stabilisierungssubstanz han- 
5 delt. Ebenso konnen ahnliche RNA konservierende Substanzen, wel- 
che beispielsweise auf Amoniumsulf at in einer wSssrigen Losung 
basieren, verwendet warden. 

Was die Substanzen zur Erhaltung bzw. Erzielung der gewiinschten 
Fluoreszenz-Untersuchungseigenschaf ten des Praparats anbelangt , 

10 konnen sowohl Fluorophore, d.h. Farbstoffe, welche der Anregung 
mit definierten Anregungswellenlangen L-icht anderer Wellenlan- 
ge(n) emittieren, als auch sog. "Quencher", d,h. Agentien, wel- 
che eine Fluoreszenzemission bei bestiiranten LichtwellenlSngen 
durch Abregung auf strahlungslose Kanale unterbinden, in die die 

15 Schutzschicht 3 ergebende Mischung, Zubereitung oder den Rein- 

stoff eingebracht werden. ,^Quencher^^ im eigent lichen physikoche- 
mischen Sinne sind Substanzen, die auf Grund ihrer elektroni- 
schen Struktur sehr leicht Energie aufnehmen konnen und diese 
dann strahlungslos oder auf anderen Abregungskanctlen unschadlich 

20 far Gewebe oder Molektile abgeben. Beispiele fUr derartige Quen- 
cher, welche in der Schutzschicht 3 verwendet werden kSnnen, 
sind z.B. Ketone wie Dimethyl keton, Dimethylamin, Phenylmethyl- 
keton Oder Acetylnaphtalin* Die zuvor genannten Quencher werden 
in der Schutzschicht 3 insbesondere dann eingesetzt, wenn der 

25 Energieeintrag durch den verwendeten Laser so groft ist, dass 

durch Energietransf er auf andere Molekule, z.B. das Makromolekiil 
DNA, RNA oder Proteine diese durch direkte Bindungsspaltung, 
Konf ormationsanderung oder andere Anderungen in der Primar, Se- 
kundar, Tertiar- oder Quartarstruktur zerstort oder fiir nachfol- 

30 gende Untersuchungen ungiinstig beeinflusst werden konnten. 
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Dabei werden im Rahmen der vorliegenden Erfindung insbesondere 
Quencher eingesetzt, welche durch Quenching im Sinne einer 
Stern-Vollmer-Analyse die Fluoreszenz bei bimolekularem Quen- 
ching wesentlich starker unterbinden als deren Eigenabregung bei 
inharent-unimolekularer Kinetik erlaubt. Dies bedingt, dass die 
Fluoreszenzlebensdauer bei Anwesenheit der Quenchersubstanz sig- 
nifikant geringer ist als bei Abwesenheit der Quenchersubstanz. 
Implizit werden auch hohermolekulare Kinetiken in diese Annahmen 
eingeschlossen . 

Obwohl die vorliegende Erfindung zuvor anhand des bevorzugten 
Anwendungsbereichs einer Aufbereitung eines biologischen Unter- 
suchungsmaterials oder Praparats 2 beschrieben worden ist, ist 
selbstverstandlich eine Anwendung des zuvor beschriebenen Ver- 
fahrens grundsatzlich auch auf andere (organische Oder anprgani- 
sche) Untersuchungsmaterialien, insbesondere auch auf nicht bio- 
logische Untersuchungsmaterialien, zur Optimierung der Untersu- 
chungseigenschaften ftir eine nachfolgende Untersuchung mit einem 
DUkroskop denkbar. 
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Verfahren zum Aufbereiten eines biologischen Materials fur 
eine Untersuchung mit einem Mikroskop, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass auf eine Oberflache des biologischen Materials (2) ei- 
ne transparente Schicht (3) zur Ausgleichung von Unebenhei- 
ten der Oberflache des biologischen Materials (2) zur Ver- 
besserung von Untersuchungseigenschaf ten des biologischen 
Materials (2) aufgebracht wird. 

Verfahren nach Anspruch 1, 

dadurch gekenn zeichnet, 

dass die Schicht (3) auf die Oberflache des biologischen 
Materials (2) aufgespriiht wird. 

Verfahren nach Anspruch 1, 

dadurch gekenn zeichnet, 

dass die Schicht (3) auf die Oberflache des biologischen 
Materials (2) aufgepinselt wird. 

Verfahren nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass die Schicht (3) auf die Oberflache des biologischen 
Materials (2) durch Eintauchen des biologischen Materials 
(2) in ein Tauchbad aufgebracht wird. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch ge kennzeichnet, 
dass die Schicht (3) nicht giftig ist. 
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6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Schicht (3) inert. ist und beim Aufbringen auf das 
biologische Material (2) das biologische Material (2) che- 
misch und biologisch nicht nachteilig beeinflusst. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Schicht (3) eine transparente Zubereitung, Mi- 
schung und/oder Reinsubstanz enthalt. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass die Zubereitung, Mischung oder Reinsubstanz (2) eine 
aus der Gruppe der kurz- oder langkettigen und/oder ganz 
Oder teilweise unges^ttigten Sauren und/oder Basen, Polya- 
mide, -alkohole, -carbonate oder Silikone oder Mischungen 
davon ausgewahlte Zubereitung, Mischung und/oder Reinsub- 
stanz ist. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Schicht (3) bei Aufbringen auf die Oberflache des 
biologischen Materials (2) einen die Untersuchungseigen- 
schaften des biologischen Materials (2) in Bezug auf eine 
Angleichung des Brechungsindex, eine Unterdriickung unge- 
wollter Lichtstreuung und/oder eine verbesserte Visualisie- 
rung des biologischen Materials begUnstigenden Charakter 
hat. 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch ge kenn z e i chne t, 

dass die Schicht (3) eine Laserlicht absorbierende Schicht 
ist. 
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11. Verfahren nach Anspruch 10, 

dadurch gekenn zeichnet, 

dass die Schicht (3) eine UV-Laserlicht absorbierende. 
Schicht ist. 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurcli gekenn zeichnet, 

dass die Schicht (3) eine in einer wassrigen L5sung losli- 
che Zubereitung, Mischung und/oder Reinsubstanz aufweist. 

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekenn zeichnet, 

dass die Schicht (3) mindestens eine Substanz zur gezielten 
Beeinf lussung von Untersuchungseigenschaf ten des biologi- 
schen Materials (2) bei Bestrahlung mit Licht enthalt. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass die Schicht (3) mindestens eine die RNA des biologi- 
schen Materials (3) bei der Lichtbestrahlung konservierende 
Substanz enthalt - 

15. Verfahren nach Anspruch 13 oder 14, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Schicht (3) mindestens eine die Fluoreszenzunter- 
suchungseigenschaften des biologischen Materials (2) ge- 
zielt beeinf lussende Substanz enthalt. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass die Schicht (3) ein Fluorophor zur Erzielung einer 
Fluoreszenz bei einer bestimmten Lichtwellenlange enthalt. 

17. Verfahren nach Anspruch 15 oder 16, 
dadurch gekenn zeichnet. 
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dass die Schicht (3) mindestens eine Substanz, welche eine 
Fluoreszenz bei einer bestimmten Lichtwellenlange unterbin- 
det, enthalt. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass die Substanz zur Unterbindung der Fluoreszenz derart 
gewahlt ist, dass sie bei der bestimmten Lichtwellenlange 
durch Quenching im Sinne einer Stern-Vollmer-Analyse die 
Fluoreszenz bei bimolekularem Quenching wesentlich starker 
unterbindet als deren Eigenabregung bei inharent- 
unimolekularer Kinetik erlaubt. 

19. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprtiche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Schicht (3) eine in einem Losungsmittel geloste 
Zubereitung, Mischung und/oder Reinsubstanz aufweist, wel- 
che auf die Oberflache des biologischen Materials (2) auf- 
getragen wird. 

20. Verfahren nach Anspruch 19, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass das Losungsmittel, in dem die Zubereitung, Mischung 
und/oder Reinsubstanz gelost ist, ein aus der Gruppe der 
kurzkettigen Alkohole, Ketone, Ester, Benzine oder Wasser 
ausgewahltes Losungsmittel ist. 

21. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Schicht (3) derart ausgestaltet ist, dass sie nach 
einer Verdichtung an der Luft ein Schneiden und/oder Kata- 
pultieren der Schicht (3) sowie des darunter befindlichen 
biologischen Materials (2) mit einem Lasierstrahl, insbeson- 
dere einem UV-Laserstrahl, ermoglicht. 
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22. Anordnung mit einem Tragermittel (1) und einem auf dem Tra- 
germittel (1) befindlichen biologischen Material (2), 
dadurch gekennzeichnet, 

dass auf die Oberflache des biologischen Materials (2) eine 
5 transparente Schicht (3) zur Ausgleichung von Unebenheiten 

der Oberflache des biologischen Materials (2) zur Verbesse- 
rung von Untersuchungseigenschaf ten des biologischen Mate- 
rials (2) ftir eine Untersuchung mit einem Mikroskop 
aufgetragen ist. 

10 23. Anordnung nach Anspruch 22, 

dadurch gekennzeichn.et, 

dass das biologische Material (3) ein nach einem der An- 
spruche 1-21 auf bereitetes biologisches Material ist. 
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